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ニルウレア (SU) 剤が用いられてきた．SU 剤は膵β細胞の SU 受容体を介してカリ
ウムチャネルを閉口し，強力なインスリン分泌作用を示すが，低血糖や膵機能低下な
どのリスクが問題となっている (Kahn SE et al., 2006)．その後，SU 構造を有さず，作
用時間が短いグリニド系薬剤が開発され食後高血糖是正を目的に広く使用されてき
た．近年，インスリン分泌性ホルモンである glucagon-like peptide 1 (GLP-1) の分解







重要な役割を果たしており (Willemen MJ et al., 2011)，長期使用における副作用の
発現を慎重に見守る必要がある．別に，代謝的に安定な GLP-1 アナログ類が注射
薬として臨床に供されている．GLP-1 には膵保護作用や中枢性食欲抑制作用なども













ど作用機序と密接に関連した毒性や副作用が問題となっている．(Krische D, 2000; 
Lecka-Czernik B et al., 2010)．実際，rosiglitazone は心血管イベントを増加させる可
能性があるとの報告 （Komajda M et al., 2010） を受け，欧州では販売が中止され，
米国では使用が著しく制限されている．さらに，最近フランスにでは pioglitazone が





E et al., 2007)．また，インスリンは増殖因子であり，高インスリン血症は冠動脈心疾患








ない (Cho N et al., 2008)．   
こ の よ う な 背 景 か ら ， チ ア ゾ リ ジ ン ジ オ ン 構 造 を 有 さ な い 非 グ リ タ ゾ ン 系  
PPARγアゴニストの合成研究が行われ，テトラヒドロイソキノリン型カルボン酸誘導体 
KY-201 が見いだされた．KY-201 はヒト  PPARγアゴニスト作用に加え，ヒト 
PPARαアゴニスト作用と protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) 阻害作用を併せ
持つユニークな化合物である．PPARαアゴニストは脂質低下作用と体重低下作用を
有し (Larsen PJ et al., 2003)，緩和ながらインスリン抵抗性改善作用も示すことから 
(Chou CJ et al., 2002)，KY-201 における PPARαアゴニスト作用は PPARγアゴニ
スト作用による体重増加作用を是正し，糖尿病治療効果を高めることが期待される．ま
た，PTP1B はインスリンシグナルを負に制御しているので (Cheng A et al., 2002)，
KY-201における PTP1B 阻害作用は PPARγアゴニスト特有の副作用を来すことな
くインスリン抵抗性改善作用を増大させることが期待される．実際，KY-201 は過食肥
満性 2 型糖尿病モデルである KK-Ay マウスにおいて rosiglitazone より約 10 倍
強い血糖低下作用を示し，正常マウスでは rosiglitazone と異なり体液貯留作用や肝















効は rosiglitazone と同等以上で副作用が rosiglitazone より弱いことが明らかになっ
た．最後に，KY-201 が PPARγ特有の副作用が弱いにも関わらず，優れた血糖低
下作用を示すメカニズムの解明を試みた．その結果， KY-201 の PPARγアゴニスト




れた 2 型糖尿病治療薬となる可能性を示すと共に，PPARγ部分アゴニスト活性と 





第 1 章 研究の背景 
 





スリン以外の薬剤でも治療が可能な 2 型糖尿病に大別されるが，糖尿病患者の 
90％ 以上は 2 型糖尿病である．日本糖尿病学会は ① 早朝空腹時血糖値が 
126 mg/dL 以上，② 75 g の糖負荷試験による 2 hr 後の血糖値が 200 mg/dL 以
上，③ 随時血糖値が 200 mg/dL 以上，④ ヘモグロビン A1c (HbA1c) が 6.5 以
上のいずれかが異なる日に 2 回確認された場合，または初回の検査で血糖が ①～





患者は予備群を合わせると 2050 万人に達し，有病率は男性で 33%，女性で 25% 
に達すると述べられている．さらに国際糖尿病連合によると 2013 年時点での世界の
糖尿病人口は約 3 億 8000 万人，有病率は約 8.3％ に上るといわれている．今後，





















第 2 節 2 型糖尿病の発症および進展機序 
 
糖尿病の病型は膵臓のβ細胞の破壊によりインスリン欠乏に至る 1 型糖尿病とイ
ンスリン分泌低下とインスリン抵抗性が主体である 2 型糖尿病に大別される．2 型糖
尿病の発症に遺伝的要因が関係することは一卵性双生児の疾病一致率などから明ら









肪酸がβ細胞上の toll-like receptor 4 (TLR4) を介して NFkappaB (NFκB) を活
性化し，monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) や chemokine ligand 1 (CXCL1) 
を遊離することによりマクロファージの膵島内遊走を惹起しβ細胞機能障害をもたらす
と考えられている (Eguchi K et al., 2012)．また，不健康な生活習慣により高血糖状態
が持続すると糖化蛋白生成により活性酸素が発生し，酸化ストレスに対して脆弱なβ
細胞が障害され，インスリン生成低下，アポトーシス増加などを招く (Nakamura N., 
2009)．さらに，高血糖状態に対応するため大量のインスリンの産生が必要な状況にな
ると膵β細胞の小胞体に変性タンパク質の過剰な蓄積が起こり，これにより，
pancreatic ER kinase や inositol-requiring kinase 1 などのシグナル経路が活性化さ











のチロシン残基がリン酸化される．次いで insulin receptor substrate-1 (IRS-1) がリン
酸化され，phosphoinositide 3-kinase (PI3K) を介して，肝臓では糖新生の抑制とグリ
コーゲン新生が，筋肉では糖取り込みが促進される．なお，インスリンによりリン酸化さ
れたインスリン受容体および IRS-1 は PTP1B により加水分解され，刺激が遷延しな






る TNFαやレジスチンの分泌が増加する (Kadowaki T., 2003)．TNFαは肝臓や筋
肉に作用して，IκB kinase の活性化による IRS-1 の セリン残基リン酸化や，PTP1B 
発現増加によるインスリン受容体および IRS-1 のチロシン残基脱リン酸化を介してイ
ンスリンシグナルを抑制すると報告されている (Lorenzo M et al., 2007)．また，脂肪酸
は骨格筋，脂肪，肝臓などに浸潤したマクロファージの TLR4 に結合することにより 
TNFα産生を増加させ，これらの臓器におけるインスリンシグナルを抑制すると考えら
れる (Shi H et al., 2006; Olefsky JM et al., 2009)．さらに肝臓や筋肉において生じた
小胞体ストレスや高血糖により発生した活性酸素種 (ROS) による酸化ストレスが 
IRS-1 の セリン残基をリン酸化し，インスリンシグナルを阻害することが知られている 
(Rains JL et al., 2006)．さらに，小胞体ストレスは，PTP1B の過剰発現を誘発すること
でインスリン抵抗性を惹起するとも考えられている (Panzhinskiy E et al., 2013)．すな
わち，高血糖，インスリン分泌不全，インスリン抵抗性は密接に連関し，それら相互の










Fig. 1.  2 型糖尿病の発症および進展機序 
 
糖尿病における大きな問題は糖尿病網膜症，腎症，神経障害などの細小血管障害
や脳梗塞や心筋梗塞などの大血管障害である (Deshpande AD et al., 2008)．高血糖
状態の持続により種々の生体内タンパク質が糖化変性を受け，内皮細胞の機能障害
や細胞障害をもたらすことが一因と考えられる．特に蛋白質の糖化反応により発生す
る advanced glycation endoproducts (AGEs) が網膜症，腎症および神経障害に関与
していると言われている (Win MT et al. 2012)．一方，糖化低密度リポタンパク質 
(糖化 LDL) は酸化 LDL と共に血管壁内マクロファージに取り込まれ動脈硬化プラ





血管障害性臓器障害に重要な役割を果たしていると報告されており (van Oostrom 























第 3 節 糖尿病治療薬 
 
日本糖尿病学会の 「糖尿病治療ガイド 2012～2013 血糖コントロール目標改訂版」 








ド系薬剤，DPP-IV 阻害剤などが用いられている．SU 剤は膵β細胞に作用し SU 
受容体の sulfonylurea receptor 1 サブユニットに結合して ATP 依存性カリウムチャ
ネルを抑制することでインスリン分泌を促進させる．しかし，副作用として低血糖が大き
な問題であり，また長期使用によりβ細胞の疲弊を招き効果の減弱が見られる (Kahn 





GLP-1 はその分解酵素である DPP-IV によって速やかに代謝され，その半減期は
数分と短い．そこで，GLP-1 の代謝阻害により，その作用を増強する薬剤として種々








性がある (Buse JB et al., 2011)． 
イ ン ス リ ン 抵 抗 性 改 善 剤 で は  metformin が 古 く か ら 使 用 さ れ て お り ，
AMP-activated protein kinase (AMPK) の活性化を介してインスリンシグナルを増強し，
肝臓における糖新生抑制と筋肉における糖取り込み増加により血糖低下作用を示す 
(Viollet B et al. 2012)．しかし，活性が緩和なため，大用量 （500～2250 mg/day) の
服用が必要であり，服用コンプライアンスおよびアドヒアランス上の問題となっている．
また，頻度は少ないものの致命的な乳酸アシドーシスを引き起こす場合があり，肝障
害，腎障害，心障害患者への使用は制限されている (Stang M et al., 1999; Renda F 














明されている (Erdmann E et al., 2007)．しかしながら，PPARγアゴニストは体重増加，
脂肪重量増加，体液貯留，浮腫，心肥大，心不全リスク，肝障害，ガン原性，骨折リス
クの増加といった PPARγ活性化に付随する副作用のために使用が制限されている．
さらに，rosiglitazone は心血管イベントを増加させる可能性があり （Komajda M et al., 


































SU 剤，ｸﾞﾘﾆﾄﾞ系 DPP-IV 阻害剤
不活性化
ﾋﾞｸﾞｱﾅｲﾄﾞ系













第 4 節 PPARγアゴニストの作用 
 




が報告された (Lehmann JM et al., 1995)．その後，広範な研究により，糖尿病治療効
果における PPARγアゴニストの作用機序が明らかにされてきた． 
PPARγは PPARγ1 と PPARγ2 に大別され，PPARγ2 は主に脂肪細胞に多く
発現し，PPARγ1 は種々臓器に広く発現することが知られている．本稿では特に両
者を区別せず，PPARγと表記する．PPARγは核内受容体の一種で，脂肪細胞分化
の マ ス タ ー レ ギ ュ レ ー タ ー で あ る こ と が 知 ら れ て い る ． 内 因 性 リ ガ ン ド は









ある adiponectin の産生能が高く，TNFα産生能が低い．Adiponectin は肝臓，骨格
筋，脂肪細胞の adiponectin 受容体に結合し，AMPK の活性化や酸化ストレス低減
によりインスリン抵抗性を改善すると考えられている (Kadowaki T, 2003)．また， 
PPARγアゴニストは筋肉や肝臓，脂肪組織に浸潤したマクロファージの TNFα産生
を直接抑制することにより，インスリン抵抗性改善作用を示すとの説も提唱されている 





り，PPARγとレチノイド X 受容体 (RXR) のヘテロ二量体が形成され，DNA 上の 
PPAR 応答領域 (PPRE) に結合する．PPREは 5'-AGGTCA-3' を同一方向に2回
繰り返した核酸塩基配列であり，PPARγ・RXR 複合体が結合すると nuclear receptor 
corepressor (NCoR) などのコリプレッサーの解離と CRB/p100 などのコアクチベータ
ーの動員が生じ，adipose protein 2 (aP2) や lipoprotein lipase (LPL) などの脂肪細
胞分化遺伝子の転写が誘導される．また，PPARγアゴニストは TNFαなどの炎症性
サイトカインの発現を直接抑制し，抗炎症作用を示すとも報告されている．すなわち肥
満や糖尿病など慢性炎症状態では NCoR や silencing mediator of retinoic acid and 






























脂肪重量増加，ひいては体重増加をもたらす (Rosen ED et al., 1999)．また，PPARγ
アゴニストは腎臓の集合管における eptherial Na+ channel subunitγ (ENacγ) の発
現増加や尿細管における Na+ K+-ATPase の活性化により水を伴う Na+ の再吸収を
促進して体液貯留を来すことが知られている．さらに体液貯留による循環血液量の増
加は心臓の負荷を増大させ，心肥大および心不全リスクの増加を引き起こす 
(Beltowski J et al., 2013)．一方，骨芽細胞や脂肪細胞への分化能を有する骨髄中の
間葉系幹細胞に作用し，脂肪細胞への分化，ひいては，骨髄の脂肪化を促進し，骨
芽細胞への分化を抑制することにより骨密度を低下させる (Takada I et al., 2012)．実
際，rosiglitazone および pioglitazone 服用糖尿病患者における骨折リスクの増加が
報告されている (Kahn SE et al., 2006; Lecka-Czernik B., 2010)．  
なお，PPAR には 3 種の亜型すなわちPPARα，PPARδ(PPARβ) および 
PPARγが存在する．このうち，PPARαは古くから用いられてきた高脂血症治療薬フィ
ブラート系薬剤の標的分子であることが明らかになっている．PPARαアゴニストは肝
臓に多く存在する PPARαと結合し，acyl-CoA oxidase や LPL など脂質代謝に関
係する遺伝子の転写を促進し，血中 triglyceride (TG) の取り込みや脂肪酸の代謝を
促進する (Staels B et al., 1992; Mukherjee R et al., 1998)．その結果として，血中 TG 
および LDL コレステロール低下作用を示す．血中の過剰な脂肪酸を減少させること
により弱いながらインスリン抵抗性改善作用を示す (Chou CJ et al., 2002)．また，
PPARαアゴニストは体重を減少させる方向に働くことや骨密度を増加させることが知













































第 5 節 新規 PPARγ アゴニスト KY-201 の創製 
 




















デュアルアゴニストとしてカルボン酸誘導体である  farglitazar ，muraglitazar，
























Fig. 5. PPARγ/α アゴニスト KY-201 
 
KY-201 はヒト PPARγアゴニスト活性および PPARαアゴニスト活性をバランス良
く保持し，さらに PTP1B 阻害作用を併せ持つことが明らかになった (Otake K et al., 
2011)．PTP1B はインスリン受容体刺激によりリン酸化されたインスリン受容体細胞内ド
メインや IRS-1 のチロシン残基を加水分解し，インスリン刺激の遷延を防止するネガ
ティブレギュレーターの役割を果たしている (Cheng A et al.,  2002)．また，糖尿病で
は PTP1B の過剰発現がインスリン抵抗性に関わっているとの報告も見られる (Di 
Paola R et al., 2002)．したがって，PTP1B 阻害作用は PPARγ非依存的にインスリン

































アゴニスト活性と PTP1B 阻害活性が加わることにより PPARγアゴニスト特有の副作
用を惹起することなく優れたインスリン抵抗性糖尿病治療作用を示す可能性がある． 
実 際 ， KY-201 は  2 型 糖 尿 病 モ デ ル で あ る 雄 性  KK-Ay マ ウ ス に お い て 
rosiglitazone より約 10 倍強力な血糖低下作用および TG 低下作用を示した．一方，
rosiglitazone は血糖が正常値の雄性 ICR マウスにおいて 100 mg/kg で肝重量お
よび血漿量を増加させたが，KY-201 は影響しなかった (Otake K et al., 2011)．
COS-1 細胞を用いた PPARγトランスアクチベーションアッセイ （ルシフェラーゼアッ
セイ） における KY-201 の PPARγアゴニスト作用は EC50 値では rosiglitazone 
と同等であったが，最大反応は rosiglitazone の 66% に留まった．さらに KK-Ay マ
ウスにおける KY-201 の血中濃度は rosiglitazone の約 1/3 であった (Otake K et 
al., 2011)．したがって，rosiglitazone より著しく強力な KY-201 の血糖低下作用には 
PPARγアゴニスト作用以外の何らかの機序が関与していることが示唆された．なお，
KY-201 はマウス PPARαアゴニスト作用を有さないため，KK-Ay  マウスにおける薬
効に PPARαアゴニスト作用以外の作用，すなわち PTP1B 阻害作用が寄与してい
る 可 能 性 が 考 え ら れ る ． ICR マ ウ ス に お い て  KY-201 の 体 液 貯 留 作 用 が 















第 2 章 雌性 KK-Ay マウスにおける薬効と副作用 
 




ように，KY-201 はヒト PPARγアゴニスト作用と PPARα作用をバランス良く保持し，
PTP1B 阻害作用を併せ持つことが明らかになっている．また，KY-201 は 2 型糖尿
病モデル動物である雄性 KK-Ay マウスにおいて 1 mg/kg で著明な血糖低下作用
を示し，その効力は rosiglitazone の約 10 倍であった．さらに，雄性 ICR マウスに
おいて KY-201 は 100 mg/kgでも血糖低下作用，血漿量および肝重量増加作用を
示さなかったが，rosiglitazone は有意に血漿量および肝重量を増加させた (Otake K 






ては検討されていない．そこで，本研究では雌性 KK-Ay マウスを用いてKY-201 の














第 2 節 実験方法 
 
2.1. 使用試薬 
Diethyl ether (ナカライテスク，京都)，ethanol (ナカライテスク)，DCA 2000 ＨｂＡ１ｃ 
カートリッジ (シーメンス，東京)，グルコース CII－テストワコー (和光純薬，大阪)，超
高感度マウスインスリン測定キット (森永生科学研究所, 横浜)，EDTA-2Na (ナカライ
テスク), ヘマトキシリン液 (和光純薬) およびエオジン液 (和光純薬) を購入して用
いた．KY-201 および rosiglitazone は京都薬品工業株式会社で合成して用いた．  
 
2.2. 動物 
雌性 KK-Ay マウス (日本クレア，東京) を 7 週齢で購入し，21 週齢で使用した．
室温 23±5°C, 湿度 55±20％，12 hr ごとの明暗周期で，粉末飼料 (CE-2，日本
クレア) を与え，水道水を自由に摂取させて飼育した．なお，動物実験は日本薬理学




投与 1 週間前から摂餌量の測定を行い，1 日当たりの平均摂餌量を算出し，投
与量が 10 および 30 mg/kg となるよう飼料中添加薬物量を決定した． KY-201 お




投与開始 2 日前に体重，摂餌量，ヘマトクリット値，血漿 glucose 濃度を測定し，
これらの値がほぼ等しくなるように 1 群 8 例ずつ 5 群に割り付けた (対照群，
KY-201 10 mg および 30 mg/kg 群，rosiglitzone 10 および 30 mg/kg 群)．翌日か
ら  28 日間にわたり対照群には粉末飼料を，薬物投与群には  KY-201 ないし 





摘出し，湿重量を測定した. また大腿骨を摘出し 70% ethanol 中に固定保存した．  
 
2.5. 血漿 glucose，insulin 濃度, HbA1c 値およびヘマトクリット値の測定 
ヘマトクリット毛細管に採取した血液の一部を使用し，市販の測定キット (DCA2000 
ＨｂA1c カートリッジ) と測定機器 (DCA バンテージ; シーメンス) を用いて，HbA１c 
を測定した．次いでヘマトクリット毛細管を 7,000 rpm, 室温で 15 min 遠心分離し，
ヘマトクリット計測板を用いてヘマトクリット値を求めた．ヘマトクリット管から血漿を回収
し，glucose および insulin 濃度を市販の測定キット (グルコース CII-テストワコー, 
Ultra Sensitive Mouse Insulin ELISA Kit) を用いて定量した． 
 
2.6. 骨標本の計測 
 摘出後 ethanol 中に固定保存した左右大腿骨の外表面に付着した軟組織を丁寧















第 3 節 実験結果 
 
3.1. 血漿 glucose，insulin 濃度および HbA1c 値低下作用 
雄性 KK-Ay マウスにおいて KY-201 は 1 mg/kg から血漿 glucose 濃度を低
下させると報告されている (Otake K et al., 2011)．今回は副作用の検討を重視し，より
高 用 量 で の 血 漿  glucose, insulin 濃 度 お よ び  HbA1c 値 に 対 す る 影 響 を 
rosiglitazone と比較検討した． 
KY-201 および rosiglitazone は 10 および 30 mg/kg で血漿 glucose，insulin 
濃度および HbA1c 値を著明かつ有意に低下させたが，用量依存性は見られなかっ
た．KY-201 投与群の血漿 glucose 濃度は 10 および 30 mg/kg いずれにおいて










Fig. 6. Effects of KY-201 and rosiglitazone on plasama glucose, insulin levels and 
HbA1c values in female KK-A
y
 mice. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). *p<0.05, 







































































rosiglitazone は 10 mg/kg から軽度かつ有意に最終日体重を増加させた．また，
KY-201，rosiglitazone 10 および 30 mg/kg は投与期間中の体重増加量を有意に増










Fig. 7. Effects of KY-201 and rosiglitazone on final body weights and body weight gain 
in female KK-A
y
 mice. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). *p<0.05, **p<0.01 (vs. 





討した．KY-201 および rosiglitazone は最終日の摂餌量にほとんど影響しなかった
が，投与期間中の総摂餌量をわずかに増加させた (Fig. 8)．なお，体重増加量と総摂



































































Fig. 8. Effects of KY-201 and rosiglitazone on final and total food consumption in 
female KK-A
y













Fig. 9. Correlation between body weight gain and total food consumption in female 
KK-A
y
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び内臓脂肪重量に対する影響について検討した．KY-201 および rosiglitazone は









Fig. 10. Effects of KY-201 and rosiglitazone on subcutaneous and visceral adipose 
tissue weights in female KK-A
y
 mice. The values are the mean ± S.E.M. (n=8).  






指標である心臓重量の測定を行った．KY-201 は 30 mg/kg でのみヘマトクリット値
を有意に低下させ，rosiglitazone は 10 および 30 mg/kg において有意かつ用量依
存的に低下させた． 
さらに，KY-201 は 30 mg/kg でのみ心臓重量を増加させたが，rosiglitazone は 


































































Fig. 11. Effects of KY-201 and rosiglitazone on hematocrit values and heart weights in 
female KK-A
y
 mice. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). *p<0.05, **p<0.01 (vs. 






Rosiglitazone は対照群に比べて 10 mg/kg では 5% 低下させ，30 mg/kg では 6% 











Fig. 12. Effects of KY-201 and rosiglitazone on bone mineral density of femoral bones 
in female KK-A
y
 mice. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). *p<0.05 (vs. Control 






































































検討した．顕微鏡像において，KY-201 は 30 mg/kg で骨髄腔の脂肪を極わずかに
増加させる傾向を示した．Rosiglitazone は 10 mg/kg から著明に増加させた (Fig.13)．
顕微鏡像の画像解析により，骨髄腔における脂肪の割合を定量化したところ，
KY-201 はいずれの用量においても脂肪の割合を有意に増加させなかったが，





















Fig. 14. Effects of KY-201 and rosiglitazone on the relative volume of fat in the bone 
marrow cavity in female KK-A
y
 mice. Fat in the bone marrow cavities was measured in 
arbitrary 0.25 mm
2
 area of femoral diaphyses. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). 
**p<0.01 (vs. Control group, Dunnett’s multiple comparison test). 


































第 4 節 考察 
 
本研究では，糖尿病モデル動物である 雌性 KK-Ay マウスを用いて，KY-201 と
rosiglitazone の薬効と副作用を比較検討した． 
KY-201 および rosiglitazone は 4 週間にわたる 10 および 30 mg/kg 混餌投
与により血中 glucose，insulin 濃度および HbA1c 値を著明に低下させた．両薬剤
共 に 用 量 依 存 性 は 見 ら れ な か っ た ． な お ， 血 糖 値 は い ず れ の 薬 剤 で も 約 
160～180 mg/dL まで減少しており，ほぼ正常値まで改善していた．雄性 KK-Ay マ
ウスにおける強制投与試験で KY-201 は 1 および 3 mg/kg で，rosiglitazone は 
10 および 30 mg/kg で著明な血糖低下作用を示した (Otake et al., 2011)．今回は
安全性を確認する目的で，KY-201 では薬効用量を越えた極量として，rosiglitazone 
では薬効用量としてそれぞれ 10 および 30 mg/kg を用いた．しかし，KY-201 のみ
ならず rosiglitazone も 10 mg/kg でほぼ最大効果を示した．雄性 KK-Ay マウスの
試験では対照群の血糖値が 600～700 mg/dL と極めて高かったのに対し，今回の試
験で用いた雌性 KK-Ay マウスの試験では約 250 mg/dL に留まった．雌性 KK-Ay 
マウスでは病態が軽症のため著明な薬効が見られたものと考えられる．したがって，今
回用いた KY-201 の用量は少なくとも薬効用量の数 10 倍に相当すると考えられる．
このような高用量でも血糖値が正常値に留まったことや，雄性 ICR マウスにおいて血
糖が正常値以下に低下しないことが明らかになっていることから (Otake K et al., 
2011)，本剤が低血糖リスクの極めて低い薬剤であることが明白になった．また，いず











することが問題となっているが (McIntosh B et al., 2011)，今回見られた軽度の体重増
加量の増大が臨床において問題になるものかどうかは明らかでない．特に，KY-201 
の場合，今回の用量は薬効用量の数 10 倍と推定されるので，薬効用量におけるさ
らなる検討が必要である．なお，KY-201 は PTP1B 阻害作用を有するが (Otake et 
al., 2011)，PTP1B はインスリンシグナルだけでなく，食欲抑制ホルモンであるレプチ





が知られている (Masuzaki H et al., 1999)．今回用いた KK-Ay マウスは 21 週齢と
高週齢なため，KY-201 の PTP1B 阻害によるレプチンシグナルの増強効果は十分
に見られなかったものと考えられる．  
KY-201 および rosiglitazone いずれも皮下脂肪重量および内臓脂肪重量には有
意な影響を与えなかった．PPARγ アゴニストは脂肪組織において脂肪前駆細胞から
脂肪細胞への分化を促進し，小型脂肪細胞を増加させることによりインスリン抵抗性
惹起サイトカイン TNFα分泌の低減とインスリン抵抗性改善サイトカイン adiponectin 
の分泌促進により薬効を示すと考えられている (Kadowaki T, 2003)．したがって，結果
的に脂肪細胞が増加し，脂肪重量の増加すなわち肥満をもたらすことが問題となって
いる．今回の試験では，KY-201 および rosiglitazone 投与群いずれにおいても脂肪
組織の重量は小型脂肪細胞の増加にも拘わらず一定に保たれたものと推定される．
PPARγアゴニストは大型脂肪細胞に対してはアポトーシスを誘導し消滅させると言わ
れており (Yamauchi T et al., 2001)，小型脂肪細胞と大型脂肪細胞がバランス良く交
代したのかもしれない．今後，脂肪組織の組織学的検討や長期間投与の脂肪重量に
対する影響を明らかにする必要があると考える． 





リット値低下），浮腫，負荷による心肥大および心不全増悪をもたらす (Bełtowski J et 
al., 2013)．しかし，マウスでは体液貯留はみられるものの血液希釈や心肥大は生じに
くい．ただし，PPARγアゴニストを混餌投与するとマウスでも血液希釈や心肥大を生じ
ることが経験的に知られている．実際，今回の試験でも rosiglitazone の 10 および 
30 mg/kg 混餌投与により用量依存的かつ有意なヘマトクリット値低下および心重量
増加が見られた．一方，KY-201 は 30 mg/kg でのみ有意なヘマトクリット値低下およ
び心重量増加を示した．この用量は薬効用量の数 10 倍と推定されるので，KY-201 
は体液貯留作用に関して充分安全性が高いと判断される．また，KY-201 の体液貯
留作用は用量ベースで rosiglitazone より少なくとも 3 倍弱いことが明らかになった．
先に，KY-201 の薬効は rosiglitazone より約 10 倍強力であることが明らかになって





(Khazai NB et al., 2009)．今回，KY-201 は雌性 KK-Ay マウスにおいて大腿骨密度
に対して有意な影響を与えなかったが，rosiglitazone は 30 mg/kg で有意に大腿骨
の骨密度を低下させた．また，大腿骨のヘマトキシリン・エオジン染色切片では， 
rosiglitazone 投与群で骨髄中の脂肪細胞が顕著に増加していることが確認された． 
KY-201 投与では骨髄腔に占める脂肪の割合は有意に増加しなかったが ， 
rosiglitazone では 10 mg/kg から用量依存的かつ有意に増加した．骨髄中の間葉
系幹細胞は脂肪細胞と骨芽細胞への分化能を有する細胞である (Ding J et al., 
2001)．PPARγアゴニストは骨髄の間葉系幹細胞に作用して脂肪細胞への分化を促
進することで，結果的に骨芽細胞の分化を阻害することが知られている (Takada I et 
al., 2012)．KY-201 の骨密度低下作用および骨髄脂肪化作用は rosiglitazone より
用量ベースで 1/3 以下であり，また，KY-201 の薬効は約 10 倍であることが明らか
 33 
 
になっており，KY-201 は骨密度低下に関する安全域においても rosiglitazone より 
30 倍以上優れているものと推定される． 
以上の結果より，糖尿病モデル動物である KK-Ay マウスにおいて KY-201 が著
明な血糖低下作用を示し，体液貯留による血液希釈および心肥大並びに骨密度低
下およ び骨髄脂肪化に関する安全性が極めて高いことが明らか になっ た ．
Rosiglitazone に比し薬効が約 10 倍強力で，安全域が 30 倍以上広い理由は明ら
かでないが，PPARγアゴニスト作用以外の何らかの機序が加わることにより，PPARγ
アゴニスト特有の副作用を増大させることなく薬効のみが増強されたものと考えられる．
KY-201 はヒト PPARαアゴニスト活性および PTP1B 阻害活性を併せ持つことが知






第 5 節 小括 
 
1. 雌性 KK-Ay マウスに KY-201 と rosiglitazone の 10 および 30 mg/kg を混
餌投与し，薬効と副作用を比較検討した．なお，先に実施された雄性 KK-Ay マ
ウス強制投与試験では KY-201 は 1 および 3 mg/kg で，rosiglitazoneは 10 
および 30 mg/kg で著明な血糖低下作用を示したため，今回の KY-201 の用
量は極量に，rosiglitazone の用量は薬効用量にあたると想定した． 
 
2. KY-201，rosiglitazone いずれも 10 および 30 mg/kg で血中 glucose，insulin 
濃度および HbA1c 値を著明かつ有意に低下させた．薬物間および用量間で殆
ど作用の差が見られなかったことから，薬効が最大に達していることが明らかにな
った．しかし，いずれも血中 glucose 濃度はほぼ正常値に留まった．今回の雌性 
KK-Ay マウス試験では rosiglitazone の効果が 10 mg/kg で最大に達したこと
から，先に実施された雄性 KK-Ay マウス強制投与試験より薬物感受性が 10 
倍近く高かったものと推察される．したがって，今回用いた KY-201 の用量は薬
















の混餌投与試験でも，rosiglitazone は 10 および 30 mg/kg で用量依存的かつ
有意にヘマトクリット値を低下させ，心重量を増加させた．一方，KY-201 は 
30 mg/kg でのみ有意にヘマトクリット値を低下させ，心重量を増加させた．つまり 
KY-201 の血液希釈および心肥大作用は rosiglitazone の 1/3 以下であり， 
安全域は rosiglitazone の 30 倍以上と推定された． 
 
5. 摘出大腿骨において rosiglitazone は 30 mg/kg で有意に骨密度を低下させ，
10 および 30 mg/kg において用量依存的かつ有意に骨髄腔内の脂肪量を増
加させた．Rosiglitazone は骨髄を脂肪化させて骨塩量を低下させたと考えられた．
一方，KY-201 は骨密度および骨髄腔内脂肪量に有意な影響を与えなかった．
KY-201 の骨密度低下作用は  rosiglitazone の 1/3 以下であり，安全域は 
rosiglitazone の 30 倍以上と推定された． 
 
6. 以上より，KY-201 は糖尿病マウスにおいて rosiglitazone の約 10 倍以上強力
な血糖低下作用を示すが，さらに極量でも低血糖を生じないことが明らかになっ
た．また，PPARγの活性化に起因する副作用において，KY-201 は用量ベース
で rosiglitazone より 30 倍以上安全な薬物であることが示された．KY-201 は







第 3 章 実験的骨粗鬆症モデル動物における作用 
 
第 1 節 緒言 
 
前章までに，KY-201 は雄性 KK-Ay マウスにおいて rosiglitazone の約 10 倍
強力な血糖低下作用を示すこと，雌性 KK-Ay マウスおよび雄性 ICR マウスにおけ
る 血 漿 量 増 加 ，血 液希 釈 ， 心 肥 大 ，骨 密度 低 下 およ び骨 髄 脂肪 化 作 用は 
rosiglitazone の約 1/3 以下に留まることが明らかになった．しかし，PPARγアゴニス
ト特有の脂肪重量増加作用や直接的な体重増加作用は明らかにされていない．また，
骨密度低下作用に関しても，KK-Ay マウスではレプチン機能が極度に低下している




 ところで，高齢の女性が肥満，耐糖能低下および 2 型糖尿病を発症することも少な
くない．こうした高齢女性において，pioglitazone や rosiglitazone は骨折リスクを高め
る こ と ， 閉 経 に よ っ て そ の リ ス ク が さ ら に 増 大 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 
(Lecka-Czernik B, 2010; Kahn SE et al., 2006)．さらに，閉経後女性においては脂質
代謝異常や軽度の肥満が認められ，糖尿病悪化の原因である血中の遊離脂肪酸の
増加が見られる (Lapointe A et al., 2009; Reddy Kilim S et al., 2013)．インスリンは肝
臓からの超低密度リポプロテイン (VLDL) の分泌抑制や LPL 活性化による脂肪細
胞への NEFA の取り込み促進を介して，血中の TG や遊離脂肪酸濃度を低下させ
る (Malmström R., 1997; Goldberg IJ., 2009)． PPARγアゴニストは糖尿病ラットにお
いてインスリン抵抗性改善用や脂肪酸取り込みに関わるタンパク質誘導によって血中








に留まり，急激な骨吸収促進による骨密度低下を生じる (Alonso A et al., 2010; Ma B 
et al., 2011)．また，ラットではマウスより PPARγアゴニストによる脂肪重量増加，体液
貯留，心肥大などが生じやすいことが知られている．KY-201 は卵巣摘除ラットにおい
ても rosiglitazone よりも優れた薬効を示し，安全性が高いことが期待される． 
  そこで本章では PPARγアゴニストの副作用リスクの高い閉経後女性における使
用を考慮し，卵巣摘除ラットにおける KY-201 の薬効すなわち非糖尿病状態におけ
る脂質低下作用と，副作用すなわち体重増加，脂肪重量増加，体液貯留，心肥大お
よび骨密度低下作用を rosiglitazone と比較検討した．  
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第 2 節 実験方法 
 
2.1. 使用試薬 
Methylcellulose (MC; ナカライテスク)，xylazine (Sigma, St. Louis, MO，USA)，
ketamine (Ketalar，第一三共株式会社，東京)，ノボ・へパリン注 (持田製薬株式会社，
東京)，petobarbital sodium (ナカライテスク)，EDTA-2K (ナカライテスク)，トリグリセライ
ド E－テストワコー (和光純薬)，NEFA C－テストワコー (和光純薬)，10% 中性緩衝
ホルマリン溶液 (和光純薬)，phosphoric acid (ナカライテスク)，sodium phosphate (ナ
カライテスク)，disodium phosphate (ナカライテスク)，ethyl acetate (ナカライテスク)，
acetic acid (ナカライテスク) および sodium acetate (ナカライテスク) は購入して用い
た．その他は前章に記載した試薬を用いた．なお，KY-201 および rosiglitazone は 
0.5% MC 溶液に懸濁して 5 mL/kg を投与した． 
 
2.2. 動物 
雌性 F344/NSlc (日本 SLC，浜松) ラットを 7 週齢で購入し，8 週齢で使用した．
室温 23±5°C, 湿度 55±20％，12 hr ごとの明暗周期で，固形飼料 (CE-2，日本
クレア) を与え，水道水を自由に摂取させて飼育した．なお，動物実験は日本薬理学




8 週齢の雌性 F344/NSlc ラットに ketamine (37.5 mg/kg) および xylazine 
(7.5 mg/kg) を腹腔内投与し麻酔を施した．麻酔が十分深いことを確認したのち，背
部の手術部位を剃毛した．70% ethanol で清拭した後，背側正中線に沿って皮膚を切
開した．左外側の筋肉層を腹膜とともに約 1 cm 切開し，卵巣および子宮角を筋肉層
の外に引き出した．子宮角の前端を鉗子で挟み，子宮体側を縫合糸で結紮した後，








卵巣摘除 2 日後，卵巣摘除ラットを体重がほぼ等しくなるように 1 群 8 例ずつ， 
5 群 (卵巣摘除対照群，KY-201 3 mg および 10 mg/kg 群，rosiglitzone 3 および 
10 mg/kg 群) に割り付けた．別に血中薬物濃度測定用に卵巣摘除ラットを KY-201 
3 mg および 10 mg/kg 群，rosiglitzone 3 および 10 mg/kg 群に各 2 例ずつ割り
付けた．また，偽手術群 8 例を設けた．6 週間にわたり，偽手術群および卵巣摘除対
照群には 0.5% MC 溶液を，薬物群には薬物懸濁液を連日強制経口投与した．投与 
6 週間後に pentobarbital sodium (50 mg/kg，i.p.) で麻酔し，麻酔が十分深いことを
確認した後，開腹し，腹部大動脈から目盛り付きガラススピッツに正確に全量採血し，
致死させた．採取血液量を計測した後，3,000 rpm, 4℃ で 10 min 遠心分離し血清
を得た．血清中の glucose, TG および NEFA 濃度を市販の測定キット (グルコース 
CII－テストワコー，トリグリセライド E－テストワコー，NEFA C－テストワコー) を用いて
測定した．腸間膜脂肪，子宮周囲脂肪，鼠蹊部皮下脂肪および心臓を摘出し，湿重








た．切片をヘマトキシリン・エオジンにより染色し，顕微鏡 (BZ-8100; Keyence) を用い






血漿中薬物濃度測定用に KY-201 と rosiglitazone を反復投与した卵巣摘除ラッ
トの最終投与 0.25, 0.5, 1, 3, 5, 8 および 24 hr 後に 0.15 mL ずつ頸静脈から無
麻酔下にへパリン加採血し，3,000 rpm，4℃ で 10 min 遠心分離し血漿を得た．
KY-201 の血漿中濃度測定の場合は，血漿 100 μL に 0.1 M リン酸緩衝液 
(pH4.0) 0.5 mL と ethyl acetate 1 mL 加えて 5 min 振盪し，3,000 rpm で 5 min 
遠心分離した後，上清 800 μL を回収した．次いで，窒素気流下，40℃ で乾固し
た後，移動相  200 μL で再溶解した．移動相には  0 .01  M リン酸緩衝液 
(pH 3.0)/acetonitrile (35:65) 混液を用い，流速 1.2 mL/min に設定し，271 nm の吸
光度を検出した．カラムは Cosmosil MS-II (5 μm，4.6 mm x 150 mm, ナカライテス
ク) を用いた． 
Rosiglitazone の血漿中濃度測定の場合は，血漿 100 μL に 0.1 mM リン酸緩
衝液 (pH7.0) 0.5mL と ethyl acetate 1 mL 加えて 5 min 振盪し，3,000 rpm で 
5 min 遠心分離した後，上清 800 μL を回収した．次いで窒素気流下，40℃ で乾
固した後，移動相  200 μL で再溶解した．移動相には  0.01M 酢酸緩衝液 
(pH 5.0) /acetonitrile (60:40) 混液を用い，流速 1.0 mL/min に設定し，245 nm の










第 3 節 実験結果 
 
3.1. 血清 TG，NEFA および glucose 濃度に対する作用 
卵巣摘除ラットでは脂質代謝に異常が生じ，血清 TG および NEFA 濃度が増加
することが知られている．今回の試験において，卵巣摘除対照群では偽手術群に比し，
血清 TG および NEFA 濃度がそれぞれ 21% および 22% 増加したが，有意差は
見られなかった．血清 glucose 濃度は卵巣摘除により増加しなかった．KY-201 と 
rosiglitazone は 3 および 10 mg/kg でほぼ同程度に血清 TG および NEFA 濃度









Fig. 15. Effects of KY-201 and rosiglitazone on serum TG, NEFA and glucose levels in 
OVX rats. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). **p<0.01 (vs. Control group, 
Dunnett’s multiple comparison test). OVX; Ovariectomized, S; Sham-operated, C; 







加 量 の 増 加 率 は  53% に 達 し た ． KY-201 の  3 お よ び  10 mg/kg 並 び に 
rosiglitazone の 3 mg/kg は最終日摂餌量および投与期間中の総摂餌量には殆ど
S C 3 10 103
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一方，rosiglitazoneの 10 mg/kg は総摂餌量を軽度ながら有意に増加させ，また，体
重増加量を著明かつ有意に増加させた (Fig.16, 17)．なお，KY-201投与群の体重増
加量は総摂餌量と有意に相関したが，rosiglitazone の体重増加量は総摂餌量と相関










Fig. 16. Effects of KY-201 and rosiglitazone on final and total food consumption in 
OVX rats. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). *p<0.05 (vs. Control group, 
Dunnett’s multiple comparison test). OVX; Ovariectomized, S; Sham-operated, C; 










Fig. 17. Effects of KY-201 and rosiglitazone on final body weights and body weight 
gain in OVX rats. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). *p<0.05, **p<0.01 (vs. 
Control group, Dunnett’s multiple comparison test). OVX; Ovariectomized, S; 

































































































































































































































れなかった．KY-201 の 3 および 10 mg/kg 並びに rosiglitazone の 3 mg/kg は
脂肪重量に有意な影響を与えなかったが，rosiglitazone の 10 mg/kg は有意に増加











Fig. 19. Effects of KY-201 and rosiglitazone on white adipose tissue weights in OVX 
rats. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). **p<0.01 (vs. Control group, Dunnett’s 





KY-201 の 3 および 10 mg/kg 並びに rosiglitazone の 3 mg/kg は総血液量お
よび心重量に影響しなかった．Rosiglitazone の 10 mg/kg は総血液量および心重量












































Fig. 20. Effects of KY-201 and rosiglitazone on blood volume and heart weights in 
OVX rats. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). *p<0.05, **p<0.01 (vs. Control 
group, Dunnett’s multiple comparison test). OVX; Ovariectomized, S; Sham-operated, 






明かつ有意に低下した．KY-201 の 3 および 10 mg/kg 並びに rosiglitazone の  
3 mg/kg は卵巣摘除により低下した腰椎の骨密度に影響しなかったが，rosiglitazone 
の 10 mg/kg は有意に低下させた．また，KY-201 の 3 mg/kg は卵巣摘除により低
下した 大腿骨の骨密度に影響しなかっ たが， KY-201 の  10 mg/kg 並びに 





























































Fig. 21. Effects of KY-201 and rosiglitazone on bone mineral density of lumbar 
vertebrae and femoral bones in OVX rats. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). 
**p<0.01 (vs. Control group, Dunnett’s multiple comparison test). OVX; 







骨髄腔内の脂肪の割合が有意に増加し，増加率は 27% に達した．KY-201 の 3 お
よび 10 mg/kg は卵巣摘除により増加した骨髄腔内脂肪に影響しなかったが，
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Fig. 22. Representative microscopic photographs of femoral bone marrow cavities and 
the effects of KY-201 and rosiglitazone on relative volume of fat in the marrow cavity 
in OVX rats. The values are the mean ± S.E.M. (n=8). *p<0.05, **<0.01 (vs. Control 
group, Dunnett’s multiple comparison test). OVX; Ovariectomized, S; Sham-operated, 
C; Control, Rosi; rosiglitazone.  
 
 
3.7. 血漿中 KY-201 および rosiglitazone 濃度 
卵巣摘除ラットにおける KY-201 および rosiglitazone の血漿中濃度を測定した．
KY-201 および rosiglitazone 最終投与後の最高血漿中濃度は 3 mg/kg でそれぞ
れ 0.54 および 6.17 μg/mL (1.1 および 12.6 μM)，10 mg/kg でそれぞれ 3.56 
および 17.99 μg/mL (10.0 および 50.3 μM) であった．また，投与 24 hr 後まで
の AUC は 3 mg/kg でそれぞれ 2.72 および 11.17 μg・hr/mL，10 mg/kg でそ

































Photographs of femoral bones
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前章の試験において KY-201 は雌性 KK-Ay マウスにおいて，骨密度低下作用
が rosiglitazone より弱く，血糖低下作用に対する安全域は rosiglitazone の30 倍以
上と推定された．本章では，閉経後骨粗鬆症モデルである卵巣摘除ラットにおける 
KY-201 の薬効と副作用を rosiglitazone と比較検討した．卵巣摘除ラットではインス
リン抵抗性，肥満および血中脂質濃度の上昇が見られると報告されているが (Alonso 
A et al., 2010; Ma B et al., 2011)，本試験における肥満および血中 TG および 
NEFA の上昇は軽度に留まった．KY-201 および rosiglitazone は軽度かつ同程度
に血中 TG および NEFA 値を低下させた．雄性 KK-Ay マウスでは KY-201 は 
rosiglitazone の約 10 倍の血糖低下作用を示したが，卵巣摘除ラットでは KY-201 
の薬効が rosiglitazone と同程度に留まった．今回用いた卵巣摘除ラットでは血糖は
正常値で，血中 TG および NEFA 濃度上昇も軽度であり，インスリン抵抗性が未だ
充分に形成されていなかったものと考えられる．一方，KY-201 の血中濃度は 
rosiglitazone より著しく低く，Cmax で 1/12〜1/5，AUC で 1/8〜1/7 であった．さ
らに先の報告によると KY-201 の PPARγアゴニスト活性は rosiglitazone とほぼ同
等で，最大反応は rosiglitazone の約 66% に留まる (Otake K et al., 2011)．これらの






卵巣摘除は肥満や体重増加を示すことが明らかになっている (Ma B et al., 2011)．
実際，本試験においても卵巣摘除により体重増加量が 53％ 増加した．KY-201 の 3 
および 10 mg/kg 並びに rosiglitazone の 3 mg/kg は卵巣摘除により増加した体重
に影響しなかったが，rosiglitazone の 10 mg/kｇ は著明かつ有意に増加させた．前








(Rosen ED et al., 1999)．また，インスリン自体も NEFA の取りこみ促進と TG 合成に
関わる遺伝子の発現を増加させることが知られている (Goldberg IJ et al., 2009; Wong 
RH et al., 2010)．つまり rosiglitazone による脂肪重量の増加は PPARγの直接的な
作用とインスリン増感作用を介した間接的な作用によると考えられる．  
また，前章の雌性 KK-Ay マウスにおける検討では KY-201 混餌投与による血液
希釈および心肥大作用は rosiglitazone より弱かった．今回，卵巣摘除ラットにおいて
も KY-201 は 3 および 10 mg/kg 投与で血液量および心臓重量に影響せず，
rosiglitazone は 10 mg/kg 投与で血液量および心臓重量を著明に増加させた．
Rosiglitazone による血液量増加は PPARγアゴニスト作用による腎臓の Na+ 再吸収
増加が関係し，心肥大は全身循環血液量増加に対する適応的肥大と考えられる 
(Hasegawa H., 2010)．しかし，PPARγ1 を心筋特異的に過剰発現させると細胞内に
脂質やグリコーゲンが増加し，ミトコンドリアの構造異常により，心肥大を伴う心筋障害






しなかったが，rosiglitazone は 10 mg/kg で有意に低下させた．また，KY-201 は  
10 mg/kg のみで大腿骨の骨密度を低下させたが，rosiglitazone は 3 および  
10 mg/kg において用量依存的かつ有意な骨密度低下を示した．さらに，KY-201 は




以上の結果より，卵巣摘除ラットにおいて，KY-201 は rosiglitazone と同等の血中
TG および NEFA 低下作用を示すが，rosiglitazone と異なり体重増加，脂肪重量増
加，血液量増加，心重量増加，骨髄腔内脂肪化および腰椎骨密度低下作用は殆ど




増大し rosiglitazone と同等になったものと考えられる．なお，KY-201 はマウスおよび
ラットでは PPARα活性化作用を示さないが，ヒト PPARα活性化作用を有する．
PPARαアゴニストは血中 TG および NEFA 濃度低下作用や体重減少作用を示し，
インスリン抵抗性改善作用を有することが報告されている (Chou CJ et al., 2002)．また，






第 5 節 小括 
 
1. 閉経後骨粗鬆症モデルである卵巣摘除ラットに KY-201 と rositglitazone の 3 
および 10 mg/kg を 6 週間にわたり連日経口投与し，薬効と副作用について比
較検討した． 
 
2. 卵巣摘除ラットでは血中 TG および NEFA 値が軽度上昇したが，血中 glucose 
値は変化しなかった．KY-201 は rosiglitazone とほぼ同等の血中 TG および 
NEFA 低下作用を示した．雄性 KK-Ay マウスにおける KY-201 の血糖低下作
用は  rosiglitazone の約  10 倍であったことを考えると卵巣摘除ラットでは
KY-201 の薬効が低下したことになる．それでも，KY-201 の PPARγ 活性化作








は 10 mg/kg でこれらを著明かつ有意に増加させた．また，KY-201 は心臓重量
や血液量に影響しなかったが，rosiglitazone は 10 mg/kg で著明かつ有意に増
加させた．さらに  KY-201 は腰椎骨密度に影響せず，大腿骨骨密度を  
10 mg/kg でのみ低下させた．Rosiglitazone は 10 mg/kg で腰椎の骨密度を有
意に低下させ，大腿骨の骨密度を 3 および 10 mg/kg で用量依存的かつ有意
に低下させた．また，KY-201 は骨髄腔内の脂肪量に影響しなかったが，












第 4 章 薬効と副作用の機序に関する検討 
 
第 1 節 緒言 
 
KY-201 はヒト PPARαアゴニスト作用と PTP1B 阻害作用を併せ持つ新たな
PPARγアゴニストである．これまでの検討により，KK-Ay マウスでは rosiglitazone の
約 10 倍強力な血糖低下作用を示し (Otake K et al., 2011)，卵巣摘除ラットでは 
rosiglitazone と同等の血中 TG および NEFA 低下作用を示した．しかし，KY-201 
の PPARγアゴニスト活性は COS-1 細胞において rosiglitazone と同等であり，最
大反応は 66% と低く，さらに血中濃度は KK-Ay マウス，卵巣摘除ラットいずれにお
いても rosiglitazone の 1/12〜1/3 であった．したがって，KY-201 のインスリン抵抗
性改善作用には PPARγアゴニスト活性以外の機序が寄与しているものと推定された．
KY-201 はマウスおよびラットの PPARαアゴニスト活性を有さないため，PTP1B 阻
害作用が寄与している可能性が示唆された． 
一方，KY-201 は雌性 KK-Ay マウスにおいて，血液希釈，心肥大および骨密度
低下作用が rosiglitazone より著しく弱かった．また，KY-201 は卵巣摘除ラットにお
いて rosiglitazone と異なり，体重増加，脂肪重量増加，血液量増加，心重量増加お
よび骨髄脂肪化作用を示さず，骨密度低下作用も rosiglitazone より弱かった．さらに
雄性 ICR マウスにおいても KY-201 の血漿量増加作用は rosiglitazone より弱いこ
とが明らかになっている (Otake K et al., 2011)．このように雄性 ICR マウスのみなら
ず糖尿病マウスや卵巣摘除ラットにおいても，KY-201 の PPARγアゴニスト特有の












第 2 節 実験方法 
 
2.1. 使用試薬 
RPMI1640 (日水製薬，東京)，DMEM (日水製薬)，sodium hydrogen carbonate (ナ
カライテスク)，fetal bovine serum (FBS; Merck Millipore, Billerica, MA, USA)，calf 
serum (FCS; Life Technologies, Inc, Carlsbad, CA, USA)，penicillin-streptomycin (ナ
カライテスク)，Lonza Amaxa cell line Nucleofector V (Lonza, Basel, Switzerland)，マウ
ス PPARγ1 プラスミドベクター (Open Biosystems, Inc, Huntsville, AL,USA)，ヒト 
RXRα  プラスミド  (GeneCopoeia, Imc., Rockville, MD, USA)，PicaGene LT7.5 
(TOYO B-Net，東京)，dimethyl sulfoxixe (DMSO; ナカライテスク)，dexamethasone 
(和光純薬)， 1-methyl-3-isobutylxanthine (Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, 
USA), リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水  (PBS, pH7.4; ナ カ ラ イ テ ス ク ), p-nitrophenol 
phosphate (p-NPP; ナカライテスク)，ethanol amine (ナカライテスク)，sodium hydroxide 
(NaOH; ナカライテスク)，GPDH 活性測定キット (プライマリーセル，札幌)，trizol 
(Life Technologies, Inc.)，chloroform (ナカライテスク)，isopropanol (ナカライテスク)，
Primer Script RT reagent Kit (タカラバイオ，大津)，FastStart Essential DNA Probes 
Master (Roche Diagnostic，東京)，ヒト組み換え PTP1B (Enzo Life Sciences, Inc., 
Farmingdale, NY, USA) ， 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineEthaneSulfonic acid 
(HEPES; ナカライテスク)，tritonX-100 (MP biomedicals, Santa Ana, CA, USA)，
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; ナカライテスク)，insulin (ノボリンN注 
100; ノボノルディスクファーマ，東京)，anti-phosphorylated IR 抗体 (pTyr1162/1163; 
Merck Millipore)，anti-IR 抗体 (C-19; Santa Cruz, Dallas, TX, USA)，anti-rabbit 
IgG HRP 抗 体  (Cell Signaling TECHNOLOGY, Billerica, MA ， USA) ，
tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris, ナカライテスク), sodium fluoride (ナカライテ
スク), sodium α-glycerophosphate (ナカライテスク), sodium pyrophosphate (ナカライ
テスク), sodium orthovanadate (ナカライテスク), p-amidinophenyl methanesulfonyl 
fluoride (Sigma-Aldrich Co. LLC.), leupeptin (Sigma-Aldrich Co. LLC.), antipain 
(Sigma-Aldrich Co. LLC.), benzamidine (Sigma-Aldrich Co. LLC.), sodium dodecyl 
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sulfate (SDS, ナカライテスク), glycerol (ナカライテスク), bromophenol blue (BPB, ナカ
ライテスク), 2-mercaptoethanol (2-ME, ナカライテスク), glycine (ナカライテスク), 
methanol (MeOH, ナカライテスク), sodium chloride (NaCl, ナカライテスク), スキムミ
ルク (ナカライテスク), ケミルミワンスーパー (ナカライテスク), 7.5% ポリアクリルアミド
ゲル (プレキャストゲル，Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), ウエスタンブロット剥
離溶液 (ナカライテスク) および polyvinylidene difluoride 膜 (PVDF 膜，Millipore) 
は購入して使用した．レポータープラスミド (pGL3-PPREx4-tk-luc) は京都薬品工業




2.2. 脂肪前駆細胞株 3T3-L1 細胞における PPARγアゴニスト活性 
 3T3-L1 細胞は high glucose DMEM (4.0 g/L D-glucose, 10% calf serum, 0.3% 
NaHCO3 および 1% penicillin-streptomycin) 培地中で，5% CO2， 37℃ の条件下で
培養した．継代培養は 3～4 日毎に行った．PPARγ1 プラスミド，human RXRαプラ
スミドおよびレポータープラスミド (pGL3-PPREx4-tk-luc) をエレクトロポレーション法
により 3T3-L1 細胞に導入した．すなわち細胞を 5 x 106 cells になるようにエレクトロ
ポレーション試薬 (Lonza Amaxa cell line Nucleofector V) 100 μL で懸濁した．専用
のキュベットにマウス PPARγ1 プラスミドベクター，ヒト RXRαプラスミド，レポーター
プラスミドおよび細胞懸濁液を加え，Nucleofector II (AAD-1001S; Lonza) を用いて遺
伝子導入を行った．遺伝子導入後，RPMI1640 (10% fetal bovine serum, 0.3% NaHCO3 
および 1% penicillin-streptomycin) を加えて再懸濁し，1.5 x 103 cells/well を 96 ウ
ェルプレートに播種し，被験薬物 10-9～10-5 M 処置下に培養した．なお，陰性対照
用のウェルには終濃度が 0.1% になるよう DMSO を加えた．培養上清を除去後，ピ
ッカジーン (PicaGene LT7.5) を用いてルシフェラーゼ活性を測定した．陰性対照細
胞の活性を 0%，10-5 M rosiglitazone 処置細胞の活性を 100% とした相対値を算出し




2.3. 脂肪前駆細胞株 3T3-L1 細胞の脂肪細胞分化 
3T3-L1 細胞を ｈigh glucose DMEM (4.0 g/L D-glucose, 5% fetal bovine serum, 
0.3% NaHCO3 および 1% penicillin-streptomycin) に懸濁し，24 ウェルプレートに 
1 x 105 cells/well で播種した. 2 日後，培地を 1 μM dexamethasone および  
0.5 mM 1-methyl-3- isobutylxanthine を添加した ｈigh glucose DMEM に交換し，さ
らに 2 日間培養した．Insulin (終濃度; 1 nM) および薬物 (終濃度; 10-9～10-5 M) を
を添加した培地に交換し，2 日間培養後，RNA 抽出試薬 (trizol) 1 mL/well を加え
て細胞中の total RNA を抽出した．すなわち，細胞を溶解させた trizol 溶液 1 mL
に chloroform 200 μL を加えて攪拌し，室温で 2～3 min 静置後，12,000 x g，
4℃ で 15 min 遠心分離し，上清 600 μL を回収した．回収した上清に chloroform 
600 μL を加えて攪拌後，12,000 x g，4℃ で 15 min 遠心分離し，上清 500 μL 
を回収し，isopropanol 400 μL を加え，攪拌後，室温で 10 min 静置した．続いて 
12,000 x g，10 min，4℃ で遠心分離した後，上清を除去し，70% ethanol を 200 μL 
を加え，撹拌した後 12,000 x g，10 min，4℃ で遠心分離した．遠心後，70% ethanol 
を完全に除去し，得られた沈渣をヌクレアーゼフリーの水に溶解し，total RNA とした．
260 nm の吸光度を測定し，total RNA 量を算出した．  
市販の cDNA 合成キット (Primer Script RT reagent Kit) を用いて 0.1 μg の 
total RNA から cDNA を合成した．すなわち，37℃ で 15 min 逆転写反応をさせた
後，85℃ で 1 min 加熱して逆転写酵素を失活させた．得られた cDNA をヌクレア
ーゼフリーの水で 100 倍希釈し，使用直前まで -80℃ で保存した．  
調製した 5 μL の cDNA に測定遺伝子のプライマーと蛍光標識プローブおよび 
real-time polymerase chain reaction (PCR) 試薬 (FastStart Essential DNA Probes 
Master) を添加し，Light Cycler 480 を用いて PCR を行った．すなわち，95℃ で 
10 min 間インキュベートした後に，95℃ で 10 sec の DNA 熱変性反応と 60℃ で 
30 sec のアニーリングおよび増幅反応を 45 サイクル行った．Light Cycler 480 付属
の解析ソフトにより得られた  crossing point (CP) 値から  glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase (GPDH) mRNA の発現量を算出した．GPDH mRNA の発現は 18s 




GPDH, 5’-TACCTGCCAGGGCACAAG-3’ および 5’-GGGTACCACAAAAACC
AGGA-3’，18S rRNA, 5’-GGTGCATGGCCGTTCTTA-3’ および 5’-TCGTTCG
TTATCGGAATTAACC-3’.  
 
2.4. PTP1B 阻害活性 
被験薬物 10-9～10-4 M，ヒト組み換え PTP1B，1 mM ditiothreitol，1 mM EDTA お
よび 0.001% TritonX-100 を含有する 100 mM HEPES 緩衝液 (pH7.2) 90 μL に，
基質として 30 mM p-NPP を 10 μL 加えて反応を開始した．37℃ で 30 min イン
キュベートし，1N NaOH を 50 μL 加えて反応を停止させ，生成した p-nitrophenol 




HepG2 細胞を DMEM (10% fetal bovine serum, 0.3% NaHCO 3 および 1% 
penicillin-streptomycin) に懸濁し，1x106 cells/well を 6 ウェルプレートに播種し，
5% CO2， 37℃ の条件下で，24 hr 培養した後，無血清の DMEM に交換し，さらに 
6 hr 培養した．被験薬物を添加し，1hr 後に insulin (終濃度; 1 ng/mL) を加えた．な
お，陰性対照用の細胞のウェルには 0.1% となるように DMSO を加えた．Insulin 添
加 10 min 後，細胞を 5 mM EDTA-2Na, 10 mM sodium fluoride, 10 mM sodium 
β-glycerophosphate, 10 mM Na4P2O7 および 10 mM NaVO4 含有 20 mM Tris-HCl 
緩衝液 (pH 7.5) で洗浄後，1 μg/mL p-amidinophenyl methanesulfonyl fluoride, 
leupeptin, antipain，benzamidine，5 mM EDTA-2Na および 1% triton X-100 含有 20 
mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.5) を加えて細胞を剥がし，溶解した． 
調製した細胞溶解液を 10% sodium dodecylsulfate, 0.05% bromophenol blue and 
25% mercaptoethanol を含む 50 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 6.8) と 4:1 の割合で混
合し，100℃ で 10 min 加熱した後，タンパク質 30 μg を 7.5% ポリアクリルアミドゲ
ルのウェルにアプライし，30 mA の定電流条件で 1 hr 電気泳動により分離した． 
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電気泳動後のゲルを，あらかじめ methanol で活性化処理した polyvinylidene 
difluoride (PVDF) 膜に 90 mV， 50 min の条件で転写した．抗体の非特異的結合を
防ぐため，10% skim milk を溶解した TBS-T  (20 mM Tris-HCl 緩衝液 pH7.5, 
0.05% Tween 20 および 137 mmol/L NaCl) 中に PVDF 膜を浸して，1 hr ブロッキン
グ処置した後， 1% スキムミルク含有 TBS-T で希釈した anti-phosphorylated IR 
(anti-pIR) 抗体ないし anti-IR 抗体と 2 hr 反応させた．PVDF 膜を TBS-T で洗浄
後，ペルオキシダーゼ標識抗体で 1 hr インキュベートし，化学発光試薬 (ケミルミワ
ンスーパー) と Chem Doc (BioRad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA) を用いて
検出，定量した．pIR 量は IR のタンパク量で標準化し，陰性対照の pIR 量を 100% 
として被験薬物存在下の pIR 量の相対値を算出した． 
 
2.6. マウス骨髄由来間葉系幹細胞株 ST-2 細胞における PPARγアゴニスト活性 
ST-2 細胞は  RPMI1640 (10% fetal bovine serum, 0.3% NaHCO3 および  1% 
penicillin-streptomycin) 培地中で，5% CO2， 37℃ の条件下で培養した．継代は 3
～4 日毎に行った．PPARγ1 プラスミドベクター，ヒト RXRαプラスミドおよびレポー
タープラスミドのエレクトロポレーション法による遺伝子導入およびルシフェラーゼ活性
の測定は前述の 3T3-L1 細胞における方法に準じて行った． 
 
2.7. ラット骨髄由来間葉系幹細胞の採取 
雌性 F344/NSlc ラットの大腿骨を摘出し，間葉系幹細胞 (BMSCs) を分離した．
すなわち，8 週齢の雌性 F344/NSlc ラットに pentbarbital sodium (50 mg/kg) を腹
腔内投与し，麻酔が十分深いことを確認した後，放血致死させた．大腿骨を摘出し，
1% penicillin-streptomycin を添加した，リン酸緩衝生理食塩水 (PBS, pH7.4, ナカラ
イテスク，京都) 中に浸した．大腿骨の両端を切り落とし，22G 注射筒と α-MEM 
(10% fetal bovine serum, 0.3% NaHCO3 および 1% penicillin-streptomycin) を用いて
骨髄を洗い出し，分散させた後，10 cm ディッシュに播種し，5% CO2， 37℃ の条件下










Fig. 23. ラット骨髄由来間葉系幹細胞における骨芽細胞分化および脂肪細胞分化 
 
2.8. ラット骨髄由来間葉系幹細胞における骨芽細胞分化 
ラット BMSCs  4 x103 cells/well を 96 ウェルプレートに播種した．24 hr 後，終濃
度が 10-9～10-5 M になるように被験薬物を添加し，さらに 4 日間培養した．なお，陰
性対照のウェルには終濃度が 0.1% となるよう DMSO を加えた．次いで，培養上清
を除去後，1% NP-40 含有生理食塩水を 50 μL 添加し細胞を溶解した．細胞を溶
解させたウェルに alkaline phosphatase (ALP) の人工基質である p-nitrophenol 
phosphate (p-NPP) を含む 50 mM ethanol amine 溶液 50 μL を加えて反応を開
始し (p-NPP 終濃度 5 mM)，37℃ で 30 min インキュベート後，1N の NaOH 
50 μL を添加し，反応を停止させた．生成した p-nitrophenol の吸光度を 405 nm 




前述の方法に従いラット BMSCs 4 x 103 cells/well を 96 ウェルプレートで播種し
た．24 hr 後，終濃度が 10-9～10-5 M になるように被験薬物を添加し，さらに 8 日間
培養した．培地の交換は処置 4 日後に 1 回行った．なお，陰性対照のウェルに終
濃度が 0.1% となるよう DMSO を加えた．脂肪細胞分化の指標である GPDH 活性
を市販の測定キット (GPDH 活性測定キット; プライマリーセル，札幌) を用いて測定
した．酵素活性は陰性対照の活性を 100% とした相対値として算出した． 
別 に  G P D H  活 性 の 検 討 と 同 じ 条 件 で 細 胞 を  6  ウ ェ ル プ レ ー ト に 
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8 x 104 cells/well で播種し，被験薬物の処置を行い培養した．4 日後 triｚol 試薬 
1 mL/well を加えて細胞を融解した．Total RNA，cDNA の調製および real-time 
PCR は 前 述 の  3T3-L1 細 胞 に お け る 方 法 に 準 じ て 行 い ， PPAR γ 2 ，
CCAAT-enhancer-binding protein α (C/EBPα)，GPDH，LPL，adipocyte protein 2 
(aP2) および adiponectin の発現量を測定した．各遺伝子のプライマーの配列は次
の通りである． 
PPARγ2, 5’-GAAAGAAGCTGTGAACCACTAA-3’ および 5’-GAATGGCATCT
CTGTGTCAA-3’; C/EBPα, 5’-ATAAAGCCAAACAGCGCAAC-3’および 
5’-CGGTCATTGTCACTGGTCAA-3’; GPDH, 5’-AGGGCCTCGTGGACAA 
GT-3’ および 5’-CAGGCAGCAGATGAACTCAC-3’; LPL, 5’-CAGAGAAGGG
GCTTGGAGA-3’および 5’-TTCATTCAGCAGGGAGTCAA-3’; aP2, 5’-GAGG
AGACGAGATGGTGACAA-3’ および 5’-GCTCATGCCCTTTCGTAAAC-3’; 
adiponectin, 5’-TGGTCACAATGGGATACCG-3’ および5’-CCCTTAGGACCAA










第 3 節 実験結果 
 
3.1. 脂肪前駆細胞株 3T3-L1 細胞における PPARγアゴニスト活性 
先に，アフリカミドリザルの腎臓由来細胞株である COS-1 細胞における KY-201 
の PPARγアゴニスト活性が報告されているが，ルシフェラーゼアッセイによる 
PPARγアゴニスト活性は細胞によって異なる場合が少なくない．そこで，PPARγの標
的細胞である脂肪前駆細胞株 3T3-L1 細胞を用いて KY-201 および rosiglitazone 
のマウス PPARγ アゴニスト活性をルシフェラーゼアッセイにより測定した．KY-201 
および rosiglitazone はそれぞれ 10-8 および 10-7 M から PPARγアゴニスト活性を
示した．KY-201 による最大反応は rosiglitazone の 64.4±2.5% であり，部分アゴニ
ストであることが明らかになった．それぞれの最大活性を 100% として算出した EC50 
値は  KY -201  と  r o s i g l i t a z on e  でほぼ同等であっ た  (KY -201  EC 5 0 : 












Fig. 24. Transactivation of mouse PPARg by KY-201 and rosiglitazone in 3T3-L1 cells. 
The activation level in rosiglitazone (10
-5
 M)-treated cells was taken as 100% and in 
DMSO-treated cells as 0%. The values are the mean ± S.E.M (n=3). *p<0.05, **p<0.01 
(vs. DMSO-treated cells, paired-t-test.), #p<0.05, ##p<0.01 (vs. rosiglitazone-treated 
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3.2. 脂肪前駆細胞株 3T3-L1 細胞の脂肪細胞分化に対する作用 
3T3-L1 細胞において KY-201 が PPARγ部分アゴニスト活性を示したので，脂
肪前駆細胞から脂肪細胞への分化に対する KY-201 の作用を rosiglitazone と比
較検討した．KY-201 および rosiglitazone はそれぞれ 10-8 および 10-7 M から脂
肪細胞のマーカーエンザイムである GPDH の mRNA 発現を増加させた．しかし，
KY-201 にに対する最大反応は rosigliatzoneの 74.3±4.2% に留まった (Fig. 25)．
KY-201 の EC50 値は rosiglitazone の約 3 倍であった (KY-201 EC50: 14.1±3.1 












Fig. 25. Effects of KY-201 and rosiglitazone on GPDH gene expression in 3T3-L1 cells. 
The maximal expression level induced by rosiglitazone was taken as 100%. The values 
are the mean ± S.E.M (n=4). *p<0.05, **p<0.01 (vs. DMSO-treated cells, paired-t-test.), 




































3.3. PTP-1B 阻害作用およびインスリンシグナル増強作用 
KY-201 は PTP1B 阻害活性を併せ持つことが知られている．そこで，KY-201 の 
PTP1B 阻害作用を正確に評価するとともに培養細胞におけるインスリンシグナル増
強作用を検討した．KY-201 は 10-6〜10-4 Mにおいて用量依存的に PTP1B 活性を
阻害し，IC50 値は 3.7±1.0 μM であった．PTP1B 阻害剤である ertiprotafib の 
IC50 値は 0.64±0.24 μM であった. Rosiglitazone は PTP1B 阻害活性を示さなか
った．また，KY-201 はヒト肝細胞由来 HepG2 細胞のインスリン刺激によるインスリン














Fig. 26. Effect of KY-201 on PTP1B enzyme activity and on amount of insulin receptor 
phosphorylated by insulin in KY-201-treated HepG2 cells. (A) The DMSO-treated 
enzymatic activity level was taken as 100%, and the values are the mean ± S.E.M (n=3). 
*p<0.05, **p<0.01 (vs. DMSO-treated, paired-t-test.). (B) The phosphorylation level in 
DMSO-treated cells was taken as 100%, and the values are the mean ± S.E.M (n=4). 
*p<0.05, **p<0.01 (vs. DMSO-treated cells, paired-t-test.). Rosi; rosiglitazone. 
 

























(A) PTP1B inhibitory effect (B) IR phosphorylation









































3.4. ST-2 細胞における PPARγアゴニスト活性 
前章までにおいて KY-201 によるマウスおよびラットにおける骨密度低下作用と骨
髄脂肪化作用は rosiglitazone よりも弱いことを明らかにした．そこで，マウス骨髄由
来間葉系幹細胞株である ST-2 細胞を用いて KY-201 および rosiglitazone の マ
ウス PPARγ アゴニスト活性をルシフェラーゼアッセイにより測定した．KY-201 およ
び rosiglitazone は 10-7 M から PPARγアゴニスト活性を示した．KY-201 に対する
最大反応は rosiglitazone の 53.4±0.5% であり，部分アゴニスト作用を示した (Fig. 
27)．KY-201 の EC50 値は rosiglitazone の約 2 倍であった (KY-201 EC50: 287±












Fig. 27. Transactivation of mouse PPARg by KY-201 and rosiglitazone in ST-2 cells. 
The activation level in rosiglitazone (10
-5
 M)-treated cells was taken as 100% and in 
DMSO-treated cells as 0%. The values are the mean ± S.E.M (n=3). *p<0.05, **p<0.01 





































3 . 5 .  ラ ッ ト 骨 髄 由 来 間 葉 系 幹 細 胞 の 骨 芽 細 胞 分 化 お よ び 脂 肪 細 胞 分 化 
に対する作用 
ST-2 細胞においてKY-201が PPARγ部分アゴニストであることが明らかになった．
そこで，ラット BMSCs の骨芽細胞および脂肪細胞への分化に対する KY-201 と 
rosigltazone の作用をそれぞれ ALP 活性および GPDH 活性を指標に比較検討し
た．Rosiglitazone は 10-9 M から，KY-201 は 10-7 M からそれぞれ濃度依存的に 
ALP 活性を抑制した． KY-201 の ALP 活性抑制作用はいずれの濃度においても 
rosiglitazone より弱かった．また，KY-201 と rosiglitazone は 10-7 M から GPDH 
活性を増大させたが，10-6 M  と 10-5 M における KY-201 の作用は rosiglitazone 
よりも著しく弱かった (Fig. 28).  
また，脂肪細胞関連遺伝子発現を指標に BMSCs の脂肪細胞分化に対する影響
を検討した．KY-201 と rosiglitazone は 10-9～10-7 M において PPARγ，cEBPα，
GPDH，LPL，aP2 および adiponectin mRNA 発現をほぼ同程度増大させた．しかし，











Fig. 28. Effects of KY-201 and rosiglitazone on ALP and GPDH activities in bone 
marrow derived mesenchymal stem cells. ALP and GPDH activity levels in 
DMSO-treated cells were taken as 100%. The values are the mean ± S.E.M (n=5). 
*p<0.05, **p<0.01 (vs. DMSO-treated cells, paired-t-test.), #p<0.05, ##p<0.01 (vs. 

















































































Fig. 29. Effects of KY-201 and rosiglitazone on gene expression in bone marrow 
derived mesenchymal stem cells. The expression level induced by 10
-5
 M rosiglitazone 
was taken as 100%. The values are the mean ± S.E.M (n=4). *p<0.05, **p<0.01 (vs. 
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第 4 節 考察 
 
こ れ ま で に  KY-201 の  COS-1 細 胞 に お け る  PPAR γ ア ゴ ニ ス ト 活 性 は 
rosiglitazone とほぼ同等で最大反応は rosiglitazone より低く，血中濃度も低いにも
拘わらず，KK-Ay マウスや卵巣摘除ラットにおいて同等以上の薬効を示すことが明ら




なることが知られている (Higgins LS et al., 2008)．そこで，PPARγアゴニストの標的細
胞である脂肪前駆細胞 3T3-L1 細胞を用いてKY-201 の PPARγアゴニスト活性を 
rosiglitazone と比較検討した．その結果，KY-201 による PPARγ活性化の最大反
応は rosiglitazone の 64％ に留まることが明らかになった．さらに，GPDH mRNA 発
現を指標とした脂肪細胞分化促進作用においても，KY-201 は rosiglitazone よりも
弱く，GPDH mRNA の最大発現量は rosiglitazone の 74％ に留まった．これらの事
実から，KY-201 は PPARγ活性化，脂肪細胞分化促進作用いずれについても，
rosiglitazone より弱い部分作動薬であるため，PPARγを介する脂肪細胞分化促進作
用のみでは  rosiglitazone と同等の薬効は説明できないことが明らかになった．
KY-201 は μM オーダーで PTP1B 阻害活性を示し，ほぼ同等の濃度で培養細胞
におけるインスリンシグナルを増強した．これらの濃度は KY-201 のマウスおよびラッ
トにおける血中濃度に近似する．したがって，KY-201 は PPARγ 部分アゴニスト活










を行った．マウス骨髄由来間葉系幹細胞株である ST-2 細胞において KY-201 の 
PPARγアゴニスト活性は rosiglitazone の約 1/2 であり，最大反応は 50% 程度に
留まった．PPARγアゴニストは骨芽細胞と脂肪細胞への分化能を有する間葉系幹細
胞において脂肪細胞への分化を促進し，その結果，骨芽細胞への分化を抑制するこ
とが報告されている (Ding J et al., 2001; Rzonca SO et al., 2004)．そこで，ラット骨髄
から採取した BMSCｓ の分化に対する KY-201 の影響を rosiglitazone と比較検討
した．KY-201 と rosiglitazone はいずれも骨芽細胞分化マーカーである ALP 活性
を低下させたが，KY-201 の作用は rosiglitazone よりも著しく弱かった．また，いず
れも脂肪細胞マーカーである GPDH 活性を増加させたが，KY-201 の活性は 
10–7 M 以上でほぼ頭打ちとなり，ルシフェラーゼアッセイにおける PPARγ部分アゴ
ニスト活性を反映する結果が得られた．さらに KY-201 と rosiglitazone はいずれも
脂肪細胞分化に関係する遺伝子発現を促進したが，高濃度における KY-201 の作









第 5 節 小括 
 





2. 脂肪前駆細胞株  3T3-L1 細胞を用いたルシフェラーゼアッセイにおいて 
KY-201 は PPARγ部分アゴニスト活性を示し，EC50 値は rosiglitazone と同等
であったが，最大活性は 64% に留まった．また，3T3-L1 細胞における KY-201
の GPDH 発現作用すなわち脂肪細胞分化作用は rosiglitazone に比べ著しく
弱かった． 
 
3. 骨髄由来間葉系幹細胞株 ST-2 細胞を用いたルシフェラーゼアッセイにおいて 
KY-201 は PPARγ部分アゴニスト活性を示し，EC50 値は rosiglitazone の 2 
倍であり，最大反応は約 50% に留まった．ラット骨髄由来間葉系幹細胞におい
て  ALP 活性を指標とした骨芽細胞分化に対する  KY-201 の抑制作用は 
rosiglitazone よりも顕著に弱かった．また，GPDH 活性を指標とした脂肪細胞分
化に対する KY-201 の促進作用も rosiglitazone より著しく弱かった．ラット骨髄




4. KY-201 は PTP1B 阻害作用を示したが，rosiglitazone は阻害作用を示さなか
った．さらに KY-201 は PTP1B 阻害濃度において，培養細胞のインスリンシグ
ナル増強作用を示した．なお，マウスおよびラットにおける KY-201 の血中濃度




5. 以上より，KY-201 は KK-Ay マウスおよび卵巣摘除ラットにおいて PPARγ部
















定した KY-201 が創製された (Otake K et al., 2011)．KY-201 はヒト PPARγアゴニ




よりインスリン作用の増強が期待される (Cheng A et al., 2002)．KY-201 は雄性 
KK-Ay マウスにおいて，rosiglitazone より約 10 倍強力な血糖低下作用を示し，正
常マウスにおいて rosigliatzone と異なり 100 mg/kg 投与でも血漿量増加作用を示
さなかった (Otake et al., 2011)．この結果から，KY-201 が PPARγアゴニスト活性と 
PTP1B 阻害活性により副作用を惹起することなくインスリン増感作用を発揮する可能
性が示唆された．そこで，雌性 KK-Ay マウスおよび卵巣摘除ラットを用いて，KY-201 
の薬効と副作用をさらに詳細に検討し，その作用機序を明らかにする目的で本研究を
行った． 
まず，KY-201 および rosiglitazone の 10 および 30 mg/kg を雌性 KK-Ay マウ
スに 4 週間混餌投与し，薬効と副作用を検討した．雄性 KK-Ay マウス強制経口投
与では KY-201 は 3 mg/kg で，rosiglitazone は 30 mg/kg で血糖低下作用がほ
 73 
 
ぼ最大に達したので，本研究で用いた用量は KY-201 の場合は極量，rosiglitazone 
場合は薬効用量にあたると想定した．しかし，雌性 KK-Ay マウスでは両薬剤とも 
10 mg/kg で血糖値をほぼ正常値まで低下させた．雌性 KK-Ay マウス病態では雄
性 KK-Ay マウスより血糖値が低かったため薬剤の効果が強く現れたものと推定され
る．また，KY-201 は血糖値と共に血中インスリン濃度および HbA1c 値も著明に低
下させた．Rosiglitazone は 10 mg/kg において血液希釈 (ヘマトクリット値低下)，心
臓重量増加および骨髄の脂肪化，30 mg/kg において骨密度の低下といった  
PPARγアゴニストで問題となっている副作用を示したが，KY-201 は 10 mg/kg では
血液希釈 (ヘマトクリット値低下) や心臓重量の増加は見られず，さらに，骨髄の脂肪
化および骨密度の低下は 30 mg/kg でも見られなかった．これらの結果から KY-201 
の安全域は rosiglitazone の 30 倍以上と推定され，正常動物のみならず糖尿病状
態でも，KY-201 は rosiglitazone よりも安全性が高いことが明らかになった． 
次に，KY-201 および rosiglitazone の 3 および 10 mg/kg を卵巣摘除ラットに 
6 週間投与し，薬効と副作用を検討した．卵巣摘除により血中 TG，NEFA 濃度およ
び脂肪重量が軽度増加し，体重が著明に増大し，骨密度が著明に低下した．両薬剤
共に血中 TG および NEFA 濃度を同程度低下させた．しかし，KY-201 の血中濃
度は rosiglitazone より著しく低かったため，PPARγアゴニスト活性のみで KY-201 
の薬効を説明することは難しいと考えられた．一方，rosiglitazone は体重，脂肪重量，
血液量，心重量および骨髄腔内の脂肪を 10 mg/kg で増加させ，また，腰椎骨密度
を 10 mg/kg で，大腿骨骨密度を 3 mg/kg から低下させた．しかし，KY-201 は 10 
mg/kg でも体重増加，脂肪増加，血液量増加，心重量増加，骨髄腔内脂肪化および
骨密度低下作用を殆ど示さないことが明らかになった． 
次に，KY-201 が KK-Ay マウスに加え，卵巣摘除ラットにおいて，rosiglitazone と
同等以上の薬効を示しながら，副作用は著しく弱いことが明らかになったため，その機






増加などの副作用を惹起すると考えられている (Kadowaki T., 2003; Rosen ED et al., 
1999)．KY-201 は脂肪前駆細胞株である 3T3-L1 細胞を用いたルシフェラーゼアッ
セイにおいて，PPARγアゴニスト活性の最大反応が rosiglitazone の 66% に留まり，
部分アゴニストであることが明らかになった．また，脂肪細胞分化促進作用も PPARγ
部分アゴニスト活性を反映し，最大作用が rosiglitazone の 74% に留まった．この結
果から，KY-201 のPPARγアゴニスト活性による薬効は rosiglitazone より弱いものと
推定された．しかし，KY-201 は PTP1B 阻害活性を示し，培養細胞においてインスリ
ンシグナルを増強した．KY-201 の血中濃度は PTP1B 阻害濃度およびインスリンシ
グナル増強濃度に達しているため，薬効に充分寄与しうるものと考えられる．つまり，













 なお，KY-201 はヒト PPARαアゴニスト作用を示すことが知られている (Otake K., 
2011)．PPARαアゴニストはマウスやヒトにおいてコレステロールおよび TG 低下作用，
さらにはインスリン抵抗性改善作用を示すことが報告されている (Chou CJ et al., 
2002; Koh KK et al., 2005)．実際，KY-201 はハムスターの肝 acy-CoA oxidase 活
性を増加させ，ハムスター，ビーグルおよびサルの血中コレステロール濃度を低下さ




PJ et al., 2003; Syversen U et al., 2009)．したがって，KY-201 は糖尿病患者ではげ
っ歯類で検討された結果よりも，さらに強力なインスリン抵抗性改善作用や血中脂質
低下作用を示し，副作用も軽減されることが期待される．  
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